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摘 要 
 
    杂色鲍是软体动物腹足类中的一个重要种类，是重要的渔业和水产养殖对
象。对杂色鲍早期发育机理的阐述，具有重要的理论和现实意义。但是，目前杂
色鲍早期发育的研究现状是：早期发育相关基因序列相对匮乏和研究手段十分低
效。因此，本文针对这种状况，逐一采取相应的措施来促进杂色鲍早期发育的研
究，分别是： 
    首先，采集杂色鲍早期发育7个关键时期的样品，即二细胞期、桑葚期、担
轮幼虫、面盘幼虫中期、面盘幼虫后期、围口壳幼体和附着失败幼体。然后对7
个时期样品进行标签文库构建，不同文库由长度为10 nt的不同多重标签
（Multiplex Identifier，MID）所区分。构建好的文库片段具有典型的454测序格
式，即一端为454A，另一端为454B。接着，对标签文库进行精确定量并按预设
比例混合。利用454 GS FLX Titanium平台对杂色鲍进行0.35个的测序反应，共获
得287,488条EST序列，去接头后平均长度296.1 bp。454测序获得的序列中含有
Poly（A or T）的有1,064条，占0.37%，标签错误率为6%。序列经过Newbler软件
拼接后，获得6,302条contig，平均长度541.6 bp，53,335条singleton（占所有序列
的18.5%），685条scaffold。此外，使用关键词对GenBank进行搜索，发现本文获
得的基因序列是目前从杂色鲍早期发育幼体中获得的 大基因资源。 
    其次，对454获得的7个杂色鲍早期发育转录组进行分析，获得了9个获选的
内参基因。经过Realtime PCR实验验证后，确认了其中8个可以作为杂色鲍早期
发育基因表达分析的内参，分别是RPS18、EIF5、CCOS1、YFH、TBC、OAZ1、
CCOS2、TB2CC，其中以YFH和OAZ1 佳。接着我们设定参数StdV/Ave值大于
0.5283，从454获得的基因序列中随机选取21个基因进行表达差异分析，经过
Realtime PCR验证后，发现了16个表达差异显著的基因。深入分析后，我们发现
可以利用参数StdV/Ave从454基因序列中提取差异表达明显的基因。当StdV/Ave
大于0.5283时，76%以上的基因表达差异是显著的；当StdV/Ave大于1.2000时，
有94%以上的基因表达差异是显著的。进一步对16个表达差异显著的基因进行聚
类分析，可以将这些基因分成表达模式明显不同的6类，表达模式相似的基因聚
到一起。接着，本文对16个表达差异显著的基因进行注释，其中有7个可以从网
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上数据库得到注释。我们发现这7个基因在幼体的发育过程中具有重要的作用，
分别在不同的发育时期大量表达。 
    本文的研究不仅在很大程度上弥补了杂色鲍早期发育基因资源相对匮乏的
空缺，而且扩展了基因表达的分析方法。聚类分析方法的初步建立还为基因表达
谱的构建和特征功能基因的筛选提供了参考，为建立高通量的基因功能注释方法
奠定了重要基础。因此，本文对杂色鲍早期发育的转录组分析，可以成为和鲍类
似的其它海洋贝类动物基因资源积累和开发的范例。 
 
关键词：杂色鲍；转录组分析；早期胚胎发育；附着变态；基因差异表达；基因
聚类分析 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
Abstract 
III 
Abstract 
 
Small abalone Haliotis diversicolor, an important fishery and aquaculture object, 
is one of the important species of gastropoda. Studying the mechanism of early 
embryonic development for this species has great theoretical and realistic significance. 
However, such work was limited for a long time because of the lack of gene resources 
and efficient methods to study it. For this reason, we took matching steps to facilitate 
the research of early embryonic development of H. diversicolor. Details are as 
follows:  
Firstly, 7 samples from key stages of early development of H. diversicolor were 
collected: 2-celled stage, morula, trochophore larva, mid-term veliger larva, later 
veliger larva, larva with peritomal, and settlement failure larva. Then 454 barcoded 
sequencing library was constructed for each sample using multiplex identifier, a 10 bp 
nucleotide playing a role in discriminating one library from another. The structure of 
the fragment in such library possessed a typical 454 sequencing format, one end with 
454A and the other with 454B. The next step was to determine the accurate 
concentration of each barcoded library and mix all libraries in the light of defined 
proportion. The final prepared library was sequenced using 0.35 run on the 454 GS 
FLX Titanium. And 287,488 sequences were produced altogether with an average 
length of 296.1 bp after adaptor removed. Among these sequences, 1,064 of them 
(0.37%) contained poly (A or T) tail and the error rate of barcode was 6%. All these 
sequences were assembled into 6,302 contigs with an average length of 541.6 bp, and 
685 scaffolds from further assembly, remaining 53,335 singletons (18.5%). In addition, 
through searching EST resources at Genbank, we found that the gene resource was the 
largest one from early developmental stages for this species at present. 
Secondly, by profiling the 7 transciptomes we obtained above, nine candidate 
reference genes were identified to be steadily expressed in different stages. Through 
verification by realtime PCR, eight of them might be used as reference genes for gene 
expression analysis in early developmental study of H. diversicolor. They were 
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RPS18, EIF5, CCOS1, YFH, TBC, OAZ1, CCOS2 and TB2CC, in which YFH and 
OAZ1 were the best. Then we set the parameter StdV/Ave > 0.5283 and selected 21 
genes for expression profiling from the transcriptomes. After validation through 
realtime PCR, sixteen genes were validated with significant difference. An in-depth 
analysis of the results showed that parameter StdV/Ave could be used as a measure for 
choosing differentially expressed genes. In the case StdV/Ave > 0.5283, more than 
76% of genes selected were differentially expressed; and > 1.2000, more than 94% of 
genes selected were differentially expressed. For further study, a hierarchical cluster 
analysis using 16 differentially expressed genes validated above was performed. 
Sixteen genes were divided into 6 categories with different expression patterns. Then 
we performed gene annotation using online database for these genes, in which 7 genes 
were achieved. Through analysis, we found that the 7 genes, highly expressed in 
different developmental stages, played important roles during the development of 
abalone larva. 
This study does not only extended gene resource of H. diversicolor, but also 
extended the knowledge of gene expression profiling of early development of this 
species. Method of gene clustering analysis basically built here provided reference for 
gene expression profiling and functional gene screening. Therefore, the profiling of 
the 7 transcriptomes for early development of H. diversicolor in this study should 
become a model to accumulate and explore the gene resources for other shellfish like 
abalone.  
 
Key Words: Haliotis diversicolor; Transcriptome profiling; Early embryonic 
development; Settlement and metamorphorsis; Differencially expressed genes; Gene 
cluster analysis 
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第一章 绪 论 
 
    鲍隶属于软体动物门（Mollusca），腹足纲（Gastropoda），前鳃亚纲
（Prosobranchia），原始腹足目（Archaeogastropoda），鲍科（Haliotidae）。杂色
鲍（Haliotis diversicolor）是鲍科中个体较小的一个种类，贝壳 长可达10 cm左
右。它生活在亚热带和温带的潮下带浅区，主要分布在西北太平洋海区，其中以
日本南部、韩国南部和中国南方 多。在这些国家中，杂色鲍不仅是重要的渔业
资源，还是重要的水产养殖对象。但是，从上个世纪80年代末开始，由于人类长
期的过度捕捞，杂色鲍的野生资源逐渐衰退。迄今，在自然海区已经很难见到杂
色鲍的野生种群，特别是在中国的南方沿海，整个资源几乎已经破坏殆尽。虽然
如此，归功于人工繁殖和幼体培养技术的建立，大概在同一时期，我国的杂色鲍
养殖开始迅速发展，并形成巨大的产业。但是近年来，诸如脱板症、低温病毒病、
肌肉萎缩症等流行性疾病伴随着行业的发展，开始在杂色鲍育苗和养成期大规模
爆发，严重打击了整个杂色鲍养殖业[1, 2]。鲍苗种业是鲍产业的起点和支撑，因
此为了重振杂色鲍养殖产业，对杂色鲍早期发育阶段特别是附着变态过程进行详
细的研究十分必要。 
    本文的研究首次从转录组学的角度出发，为深入理解像鲍一样的软体动物的
早期发育机理和附着变态机制提供了新的研究切入点。 
1.1 海洋贝类早期发育研究概况 
    随着DNA测序技术的不断发展，特别是新一代测序技术的涌现，海洋无脊
椎动物的基因组资源在不断增加。目前，已有不少其中的生物的全基因组测序和
转录组分析已经完成。这些成果包括帽贝（Lottia gigantean）、蜗牛（Biomphalaria 
glabrata）、大西洋浪蛤（Spisula solidissima）、涡虫（Schmidtea mediteranea）、水
蛭（Helobdella robusta）、多毛类（Capitella teleta）、海胆（Strongylocentrotus 
purpuratus）、海鞘（Ciona intestinalis）、海绵（Amphimedon queenslandica）的基
因组，贻贝（Mytilus californianus）、牡蛎（Crassostrea gigas）的转录组以及加
州海兔（Aplysia californica）的基因组和神经组织转录组分析计划。特别地，中
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国也于2010年8月完成了对第一个双壳类太平洋牡蛎（C. gigas）的全基因组测序。
这些生物中有不少是海洋贝类，而基因组信息的不断增加给贝类学家的研究提供
了新的研究内容。 
    接下来的问题是：海洋贝类如此众多的基因序列是如何参与到发育过程的？
这些DNA信息又是如何在一定的时间和空间内表达形成特定形状、器官和生命
体的？当代发育生物学研究将这些问题归纳为一个根本的问题：三维的生物体由
不同类型的细胞形成的组织和器官构成，而这一切如何从单个细胞（受精卵）开
始？这个问题可以从多个角度进行研究，而想要全面了解发育过程则必须将所有
的研究综合起来：哪些基因在什么时间、什么位置表达；细胞相互间是如何通讯
交流的；细胞的命运在发育过程中是如何决定的；细胞如何增殖分化成特殊的细
胞类型；身体主要的形态变化是如何产生的。 终会看到生物发育 终是由基因
的调控性表达驱动的，它决定了哪些蛋白在什么时候存在于哪些细胞中，随后这
些蛋白主要决定了一个细胞的行为。所有这一切均表明，基因表达在发育过程中
体现为一个渐进的程序，而非既成的蓝图，因为蛋白质的作用是通过参与细胞间
通讯、细胞增殖、细胞分化以及细胞运动等细胞行为而完成 终的发育结果的。 
    基因与个体发育之间的关系错综复杂，近40年的生物化学和遗传学的研究表
明，基因不会直接控制性状发育，而是通过控制生化过程，从而影响到生物个体
的发育。认识发育的遗传控制的关键是认识调控基因。调控基因的功能是调节一
组目的基因的表达来控制性状的表现。目前，在对模式生物的研究中，所发现的
控制发育的基因族主要是同源框HOX基因族和SOX基因家族两大类。SOX基因是
继HOX之后发现的一个基因家族，后来又发现了DMRT基因家族。然而，这些研
究成果由于对海洋贝类所属的冠轮动物门类早期发育的研究仍相对薄弱，因此未
能对发育的发生有较全面的认识。 
    海洋贝类隶属于软体动物门。软体动物种类繁多，分布广泛，现存物种达11
万种以上，已知的化石类群有6万种以上，在动物界中仅次于节肢动物门。 新
的分子进化研究将两侧对称的三胚层动物分为三大类：冠轮动物
（lophotrochozoans）、蜕皮动物（ecdysozoans）和后口动物（deuterostomes）。其
中软体动物被归为冠轮动物家族的成员之一。大多数现代的发育生物学研究主要
集中在后两个类群：以果蝇（Drosophila）和线虫（Caenorhabditis elegens）为代
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表的蜕皮动物，及以脊椎动物、海鞘和海胆为代表的后口动物。相反地，很少有
人关注冠轮动物在发育生物学中的重要作用。直到 近，腹足类（gastropod）和
环节动物（annelid）的一些种类才开始成为分子发育生物学研究的主题之一。虽
然如此，与这个门类中存在的如此丰富的种类相比，许多发育中有趣的现象并没
有使用现代的分子发育生物学研究手段做过研究。 
    综上，开展软体动物中贝类早期发育的研究具有重要的意义，由于基因资源
的不断积累，贝类生物学的研究获得了从转录组角度进行发育过程比较分析的好
机会。目前，贝类早期发育的研究主要集中在以下几个方面展开： 
    首先，软体动物早期胚胎发育是一种明显不同的发育模式，称为螺旋式发育。
这种发育模式中，大部分细胞的分裂是不对称的。螺旋式发育除了在软体动物中
发现，至少在原口动物的其它4个门类中存在，包括环节动物（annelids），星虫
（sipunculans），纽虫（nemerteans）和扁形动物（platyhelmenthes）。 近在该类
生物的进化研究中表明冠轮动物的 后一个共同祖先存在螺旋式发育[3]，意味着
阐明螺旋式发育机制对两侧对称动物的发育和进化研究具有重要意义。大量的
mRNAs在腹足类的早期发育中动态地分布在某类细胞的中心粒附近[4, 5]， 近，
有研究对蜗牛（IIyanassa）螺旋式发育的胚胎进行大规模的RNA分离，发现这种
机制的定位和分离十分复杂[5]。 
    第二，软体动物的贝壳是由自然的生物材料组成的，包括了一层矿物质层-
碳酸钙（CaCO3）和由外套膜分泌的一层有机细胞嵌合层，外套膜是贝壳底下的
一层肌肉组织。贝壳的发育与生物矿化过程有关，是软体动物发育过程中的一个
重要过程，使软体动物获得钙质的外壳从而使身体得到充分的保护。这方面的工
作 近在南极帽贝（L. elliptica）和珍珠贝（P. margaritifera）中开展[6-8]，这些研
究对外套膜组织的转录组进行测序和分析，试图发现参与贝壳形成的关键基因。
此外，有关贝壳形成涉及到的蛋白已经做了大量的研究并取得了丰硕的成果[9]，
近甚至有研究利用蛋白质组和转录组相结合的手段来探讨这种机制[6]；但是这
类生物贝壳形成的分子机制，特别是形成早期的研究并不充分。众所周知，贝壳
在幼体发育的早期阶段开始形成，说明早期发育中有些基因参与了贝壳的发育。
这个过程参与的基因有哪些还不甚明了，有待于软体动物早期发育的大规模基因
筛查来发现。 
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    第三，软体动物是冠轮动物的重要分支之一，其中的种类形态各式各样。两
侧对称的体制主要在3类主要的动物中存在：后口动物（包括脊椎动物）和原口
动物的两大类（蜕皮动物，包括节肢动物和线虫类；冠轮动物，包括软体动物和
环节动物）。后口动物的形态体制在许多模式生物中研究的很广泛，如文昌鱼、
斑马鱼和海胆等；蜕皮动物如在果蝇、蜜蜂和蚊子等中也已经做了大量的研究。
但是，动物形态体制多样性要进行完整的描述，对具有代表性的冠轮动物中的种
类进行详细的研究是必不可少的。其中又以软体动物 为重要，该门除了腹足纲
还有其它三个主要的纲：头足纲（Cephalopoda）、多板纲（Polyplacophora）以及
双壳纲（Bivalvia）。这些软体动物种类不仅形态多样，而且在进化上的关系也还
未明确[4, 5, 10]。因此，除了研究这类动物进行免疫识别和压力反应的分子机制外
[11-14]， 近的研究开始把冠轮动物当做研究胚胎发育和生物体制多样性的重要材
料[6, 15-26]。从分子发育生物学的角度来研究贝类的形态多样性，从而对早期胚胎
体制发生进行描述，为研究动物的体制模式建成和分化提供了崭新的视角。 
    第四，贝类具有巨大的繁殖能力，每个繁殖季节可以排出106-108个卵/个体。
但是贝类幼体死亡率却非常高，具有与我们熟悉的模式生物（每个生活史102-103
个卵/个体）显著不同的特点。有研究报道，高繁殖率的生物要比低繁殖率的生
物产生更多的变异，因为这些生物在配子的产生过程中需要进行大量的细胞分
裂。大多数这样的变异对生物体是有害的，但在正常情况下是隐性的，它们对整
个群体的健康起重要作用。但是，这些隐藏的危害并没有被消除，在幼体发育的
早期阶段会大量释放，对幼体的生长和存活造成严重的后果。目前，大部分研究
仅在生态生理水平对这种现象进行研究[15, 18, 25, 27-30]。哪些基因经常参与这个过程
的发生还未查明，更不用说涉及幼体发育和存活的基因调控网络。随着基因组资
源的逐渐丰富，虽然还没有研究专门针对该现象进行的转录组分析，但是已有不
少针对海洋贝类早期发育的转录组得到了分析[20, 31-34]，为解析这种现象提供了参
考的范例。 
    第五，大多数生活在海底的海洋无脊椎动物能产生浮游生活的幼虫。在浮游
生活的这一时期，这些幼虫以其它浮游生物为食或营卵黄生活，然后必须寻找散
在的或瞬时的适合于成体生活的环境固着下来。具浮游幼虫的无脊椎动物包括棘
皮动物海胆的长腕幼虫、环节动物多毛纲的担轮幼虫、软体动物的面盘幼虫；帚
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